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Tóm tắt:

Kháng nguyên Der f 1 của Dermatophagoides farinae (D. farinae) là một trong những tác nhân chính gây dị ứng mạt 
bụi nhà. Mục tiêu của nghiên cứu là tách dòng gen mã hóa kháng nguyên Der f 1 từ D. farinae được thu thập tại 
Việt Nam làm cơ sở cho việc phát triển protein Der f 1 tái tổ hợp. Sản phẩm khuếch đại toàn bộ trình tự mã hóa cho 
Der f 1 (thực hiện bằng phản ứng PCR 3 bước, sử dụng cDNA tổng hợp từ RNA của D. farinae) được nhân dòng trong 
vector pGEM-T và biến nạp vào vi khuẩn Escherichia coli DH5α. Plasmid tái tổ hợp được sàng lọc bằng PCR khuẩn 
lạc và giải trình tự theo phương pháp Sanger. Trình tự gen Der f 1 và amino acid suy diễn tương ứng có độ tương 
đồng 99% so với các trình tự nucleotide và amino acid tham chiếu trên GenBank (mã số lần lượt là AB034946.1 và 
ABL84751.1). Trình tự gen Der f 1 từ D. farinae thu thập tại Việt Nam đã được đăng ký trên GenBank với mã số 
PP417680.1. Kết quả nghiên cứu cung cấp dữ liệu nền tảng quan trọng cho các nghiên cứu về protein Der f 1 tái tổ hợp, 
phục vụ cho chẩn đoán và điều trị dị ứng mạt bụi nhà bằng liệu pháp miễn dịch đặc hiệu tại Việt Nam.
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Abstract:

Der f 1, an allergen from Dermatophagoides farinae (D. farinae), is one of the major causes of house dust mite 
(HDM) allergy. The aim of this study was to clone the gene encoding the Der f 1 allergen from D. farinae collected 
in Vietnam, providing a basis for the development of recombinant Der f 1 protein. The amplified product containing 
the full-length coding sequence of Der f 1 (obtained through a three-step PCR using cDNA synthesised from the RNA 
of D. farinae) was cloned into the pGEM-T vector and transformed into Escherichia coli DH5α. The recombinant 
plasmids were screened by colony PCR and sequenced using the Sanger method. The sequence of Der f 1 and its 
deduced amino acid had 99% similarities to the reference nucleotide and amino acid sequences in GenBank, with the 
accession number of AB034946.1 and ABL84751.1, respectively. The Der f 1 gene sequence from D. farinae collected 
in Vietnam has been deposited in GenBank under the accession number PP417680.1. The results of the study provide 
essential foundational data for further research on recombinant Der f 1 protein, supporting the diagnosis and 
treatment of house dust mite allergy through specific immunotherapy in Vietnam.

Keywords: cloning, Der f 1 allergen, Dermatophagoides farinae, PCR.

Classification numbers: 1.6, 2.6, 3.5



2

Khoa học Tự nhiên /Khoa học sự sống;  Khoa học Kỹ thuật và Công nghệ /Kỹ thuật y học;  Khoa học Y - Dược /Các lĩnh vực khác của khoa học y - dược

67(11) 11.2025

1. Đặt vấn đề

Mạt bụi nhà (MBN) được xem là một trong những nguồn 
dị nguyên chính trong nhà, gây ra hơn 50% tổng số bệnh nhân 
bị dị ứng. D. farinae, một trong ba loài MBN chính gây dị ứng, 
thường gặp ở các nước có khí hậu khô lạnh [1]. Tuy nhiên, 
theo một nghiên cứu mới của D. Kim và cs (2024) [2], tỷ lệ 
phát hiện D. farinae trong bụi đệm giường tại Việt Nam lên 
đến 97%. Một số nghiên cứu khác cho thấy, tại miền Nam Việt 
Nam, tỷ lệ bệnh nhân bị dị ứng đường hô hấp có test lẩy da 
(Skin Prick Test - SPT) dương tính và bị dị ứng với D. farinae 
là cao nhất (lần lượt là 59,8 và 54,3%) [3, 4]. Trong số 37 dị 
nguyên đã được xác định của D. farinae, các nhóm dị nguyên 
1, 2 và 23 được xác định là dị nguyên chính do có khả năng liên 
kết cao với IgE và hoạt tính kháng nguyên mạnh [5]. Dị nguyên 
Der f 1 được xác định là dị nguyên chính (thuộc nhóm 1) và có 
hoạt tính cysteine protease. Trình tự nucleotide tại vùng biến 
đổi của gen mã hóa cho Der f 1 có sự đa dạng giữa các chủng 
D. farinae thu thập từ các khu vực khác nhau trên thế giới [6]. 

Các bệnh dị ứng do MBN nói chung và D. farinae nói riêng 
có thể gây ra các vấn đề hô hấp nghiêm trọng như viêm mũi 
dị ứng và hen suyễn, làm giảm chất lượng cuộc sống của bệnh 
nhân. Gần đây, việc ứng dụng các protein tái tổ hợp trong liệu 
pháp miễn dịch đặc hiệu chẩn đoán và điều trị dị ứng đã cho 
thấy những ưu điểm vượt trội (số lượng, độ tinh khiết, hoạt tính 
kháng nguyên, độ ổn định giữa các mẻ sản xuất và giảm nguy 
cơ gây phản ứng phụ) so với dịch chiết thô [7]. Các hệ tế bào 
chủ biểu hiện như E. coli, nấm men, hệ tế bào baculovirus-
insect (baculovirus-insect cell system), hệ tế bào động vật có 
vú và tế bào thực vật đã được phát triển và sử dụng với mục 
đích biểu hiện các protein tái tổ hợp này [8, 9]. Hệ biểu hiện 
E. coli là hệ biểu hiện phổ biến nhất với nhiều ưu điểm như sự 
phát triển nhanh của tế bào chủ, thời gian sinh trưởng ngắn, dễ 
thao tác, hiệu suất sản xuất protein tái tổ hợp cao và giá thành 
thấp [10].

Tại Việt Nam, mặc dù tỷ lệ bệnh nhân dị ứng MBN nói 
chung và dị ứng với D. farinae nói riêng là khá cao, nhưng các 
nghiên cứu về vấn đề này vẫn chủ yếu tập trung vào điều tra, 
khảo sát tỷ lệ mẫn cảm với từng loài dựa trên kết quả test lẩy 
da và xét nghiệm IgE đặc hiệu [3, 4]. Ngoài ra, nguồn nguyên 
liệu dị nguyên sử dụng trong các xét nghiệm dị ứng vẫn phụ 
thuộc hoàn toàn vào nguồn dị nguyên nhập khẩu từ nước ngoài, 
dẫn đến một số nhược điểm về chi phí, thời gian, thủ tục, chất 
lượng và tính đặc trưng của dị nguyên. Do vậy, nghiên cứu này 
được thực hiện với mục đích tách dòng gen mã hóa cho kháng 
nguyên Der f 1 của D. farinae thu thập tại Việt Nam để làm nền 
tảng cho việc biểu hiện protein tái tổ hợp Der f 1, hướng tới 
việc phát triển các bộ kit chẩn đoán và liệu pháp miễn dịch đặc 
hiệu, phù hợp với nhu cầu trong nước cũng như giảm sự phụ 
thuộc vào nguồn nguyên liệu nhập khẩu.

2. Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Nguyên liệu

Mẫu MBN D. farinae được thu nhận, định danh bằng phương 
pháp hình thái học và sinh học phân tử, lưu giữ tại -80oC [11]. 
Chủng vi khuẩn E. coli DH5α được cung cấp bởi hãng Fermentas 
(Thermo Fisher Scientific, Mỹ).

Vector tách dòng pGEM-T do Promega cung cấp và các cặp 
mồi được tổng hợp bởi hãng IDT (Mỹ). Các hóa chất và bộ kít 
đạt tiêu chuẩn trong lĩnh vực sinh học phân tử đã được sử dụng 
trong nghiên cứu.

Các hoá chất sử dụng trong nghiên cứu như Master Mix 
(Promega), Agarose (Promega), RedSafe (Intron)… đều có độ 
tinh khiết cao, đạt tiêu chuẩn sử dụng trong nghiên cứu sinh 
học phân tử.

2.2. Phương pháp nghiên cứu

Tách chiết RNA và tổng hợp cDNA [12]: 

Quá trình tách chiết RNA tổng số từ mẫu D. farinae sử 
dụng bộ kít SV Total RNA Isolation System (Promega) được 
bổ sung thêm bước xử lý RNA với RQ1 RNase free DNase 
nhằm đảm bảo xử lý hoàn toàn DNA và thực hiện theo 
hướng dẫn của nhà sản xuất. Nồng độ và độ tinh khiết (tỷ lệ 
OD260 nm/OD280 nm) của RNA tổng số được xác định bằng máy 
Nanodrop (Thermofisher). Nồng độ RNA trong mẫu được xác 
định theo công thức sau: 

Nồng độ RNA (µg/ml) = 40 x OD260 nm x n

trong đó: OD260 nm là độ hấp thụ của dung dịch RNA ở 260 nm; 
40 là nồng độ RNA ứng với OD260 nm =1; n là hệ số pha loãng. 

Sản phẩm cDNA thu nhận sau khi sử dụng RNA tổng số làm 
khuôn cho quá trình phiên mã ngược (bằng bộ kít SuperScript 
III Reverse Transcriptase, Invitrogen) được bảo quản ở -20oC 
để sử dụng cho các nghiên cứu sau.

Thiết kế các cặp mồi: 

Hai cặp mồi được thiết kế sử dụng phần mềm Primer-BLAST 
dựa trên vùng bảo thủ của 32 trình tự gen mã hóa cho Der f 1 của 
các chủng D. farinae được công bố trên cơ sở dữ liệu GenBank 
là AB034946.1, DQ185509.1, EF139428.1, EF139429.1, 
EF139430.1, X65196.1, HQ009399.1, EU095368.1, 
AY283290.1, JN222804.1, KJ542085.1, KJ542084.1, 
KJ542083.1, KJ542082.1, KJ542081.1, KJ542080.1, 
KJ542079.1, KJ542078.1, KJ542077.1, KJ542076.1, 
KJ542075.1, KJ542074.1, KJ542073.1, KJ542072.1, 
KJ542071.1, KJ542070.1, KJ542069.1, KJ542068.1, 
KJ542067.1, KJ542066.1, KJ542065.1 và KJ542064.1. 
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Phản ứng PCR và điện di kiểm tra sản phẩm PCR [13]: 

Phản ứng PCR được thực hiện với các cặp mồi F1/R2, F3/
R3 và M13 F/M13 R, có thành phần là H2O: 6,2 µl, GoTaq G2 
Hot Start Green Mastermix, 2X: 10,0 µl, mồi F 10 µM: 0,4 µl, 
mồi R 10 µM: 0,4 µl, DNA khuôn: 3,0 µl và chương trình là: 
95oC - 2 phút, (95oC - 30 giây, 59oC - 30 giây, 72oC - 60 giây) x 
45 chu kỳ, 72oC - 5 phút. PCR khuẩn lạc cũng được tiến hành 
tương tự như trên với DNA khuôn là dịch ly giải các khuẩn lạc 
đơn mọc trên môi trường LB có ampicillin với cặp mồi F1/R2 
và cặp mồi M13 F/M13 R ở nhiệt độ gắn mồi 60oC. Phản ứng 
PCR gối mở rộng (Overlap Extension PCR) để tạo khuôn cho 
phản ứng khuếch đại toàn bộ gen mã hóa Der f 1, được thực hiện 
bằng cách trộn các sản phẩm PCR của cặp mồi F1/R1; F2/R2 và 
sử dụng chu trình nhiệt như sau: 95oC - 2 phút, (95oC - 30 giây, 
59oC - 60 giây, 72oC - 60 giây) x 40 chu kỳ, 72oC - 5 phút. Các 
sản phẩm PCR được điện di trên gel agarose 1%, trong đệm TBE 
1X và chụp ảnh bằng hệ thống soi gel ImageQuantTM LAS 500 
(GE Healthcare, Mỹ).

Tách dòng sản phẩm PCR trong vector pGEM-T [14]: 

Sản phẩm PCR được tách dòng trong vector pGEM-T theo 
hướng dẫn của bộ kít pGEM-T Vector Systems (Promega). Các 
khuẩn lạc đơn trên đĩa LB có ampicillin (50 µg/ml) được sàng 
lọc bằng PCR khuẩn lạc (PCR colony) với cặp mồi F1/R2 và 
M13 F/M13 R. Plasmid từ dịch nuôi cấy các khuẩn lạc (trong 
môi trường LB lỏng có bổ sung 50 µg/ml ampicillin) cho kết quả 
PCR dương tính với cả 2 cặp mồi trên, được tách bằng kít ZR 
Plasmid Miniprep (Zymo Research), rồi được giải trình tự theo 
phương pháp Sanger (Công ty DNA sequencing, Việt Nam).

So sánh trình tự nucleotide và trình tự amino acid: 

Trình tự amino acid suy diễn từ trình tự nucleotide được xác 
định bằng công cụ Translate Tool trên ExPASy. Các trình tự amino 
acid và trình tự nucleotide được tải lên GenBank, thực hiện các bước 
so sánh với các trình tự đã được công bố tương ứng.

3. Kết quả 

3.1. Thiết kế mồi cho phản ứng PCR khuếch đại gen mã hóa 
Der f 1

Dựa trên các vùng bảo thủ của 32 trình tự cDNA mã hóa 
cho kháng nguyên Der f 1 của D. farinae, trình tự 2 cặp mồi sử 
dụng trong phản ứng khuếch đại gen Der f 1 được chúng tôi thiết 
kế là F1: 5’ TTCATCAAAAATGAAATTCGTTTTGGCC 3’ 
(có chiều dài là 28 nucleotide), R2: 5’ 
TGAATGATTGTTCGTCCATCATAATG 3’ (có chiều dài là 
26 nucleotide), F3: 5’ CCATACGTTGCACGAGAACAAC 3’ 
(có chiều dài là 22 nucleotide), và R3: 5’ 
CAAATGTTCACATGATTACAACATATGG 3’ (có chiều dài 
là 28 nucleotide). Kích thước sản phẩm PCR của 2 cặp mồi F1/R2 
và F3/R3 theo tính toán lý thuyết lần lượt là 786 và 394 bp, với 197 
bp gối nhau.

3.2. Lắp ráp cDNA hoàn chỉnh mã hóa Der f 1

RNA tổng số sau tách chiết đáp ứng yêu cầu về nồng độ 
(2806,90 ng/μl) và độ sạch (tỷ lệ OD260 nm/OD280 nm =1,83), được 
sử dụng để tạo cDNA, và cDNA này được sử dụng làm khuôn để 
khuếch đại toàn bộ trình tự mã hóa cho Der f 1 qua phản ứng PCR 
3 bước liên tiếp (hình 1). 

Hình 1. Sơ đồ thiết kế các mồi và phản ứng PCR 3 bước liên tiếp nhằm khuếch 
đại toàn bộ gen mã hóa cho Der f 1. PCR 1, PCR 2: sử dụng lần lượt cặp mồi 
F1/R2, F3/R3 và cDNA của D. farinae làm khuôn; PCR 3: sử dụng cặp mồi F1/R3 
và khuôn là sản phẩm thu được khi thực hiện phản ứng nối kéo dài sản phẩm PCR 
1 và PCR 2; vùng màu vàng: trình tự vùng nucleotide bảo thủ của 32 trình tự mã 
hóa cho Der f 1.

Kết quả các phản ứng PCR 1 và PCR 2 (lần lượt sử dụng cặp 
mồi F1/R2, F3/R3) cho thấy tính đặc hiệu (1 băng duy nhất) với 
kích thước phù hợp theo tính toán lý thuyết của 2 đoạn cDNA vùng 
5’ và 3’ của gen Der f 1 (hình 2A). Sản phẩm PCR 3 cũng thu được 
1 băng đậm với kích thước khoảng 1000 bp, phù hợp với tính toán 
theo lý thuyết của cDNA hoàn chỉnh mã hóa cho Der f 1 (hình 2B). 
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được 1 băng đậm với kích thước khoảng 1000 bp, phù hợp với tính toán theo lý thuyết của 
cDNA hoàn chỉnh mã hóa cho Der f 1 (hình 2B).  
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Hình 2. Sản phẩm PCR sử dụng cặp mồi F1/R2, F3/R3 (hình 2A) và F1/R3 (hình 
2B). 1, 2: sản phẩm PCR 1 và PCR 2 lần lượt sử dụng cặp mồi F1/R2, F3/R3 và cDNA 
của D. farinae làm khuôn; 3: sản phẩm PCR 3 sử dụng cặp mồi F1/R3 và khuôn là sản 
phẩm thu được khi thực hiện phản ứng nối kéo dài của PCR 1 và PCR 2; (-): đối chứng 
âm sử dụng nước làm khuôn cho phản ứng PCR; M: thang chuẩn DNA. 
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Sau khi được thôi gel bằng kít Wizard SV Gel and Clean up system (Promega) 

sản phẩm PCR khuếch đại cDNA hoàn chỉnh mã hóa cho Der f 1 (kích thước khoảng 
1000 bp), được đưa vào vector pGEM - T theo hướng dẫn của nhà sản xuất và biến 
nạp vào tế bào khả biến của E. coli DH5α. Các khuẩn lạc đơn trên đĩa LB có 

                             

Hình 2. Sản phẩm PCR sử dụng cặp mồi F1/R2, F3/R3 (hình 2A) và F1/R3 
(hình 2B). 1, 2: sản phẩm PCR 1 và PCR 2 lần lượt sử dụng cặp mồi F1/R2, F3/R3 
và cDNA của D. farinae làm khuôn; 3: sản phẩm PCR 3 sử dụng cặp mồi F1/R3 và 
khuôn là sản phẩm thu được khi thực hiện phản ứng nối kéo dài của PCR 1 và PCR 2; 
(-): đối chứng âm sử dụng nước làm khuôn cho phản ứng PCR; M: thang chuẩn DNA.

3.3. Tách dòng cDNA mã hóa cho Der f 1 trong vector 
pGEM - T 

Sau khi được thôi gel bằng kít Wizard SV Gel and Clean up 
system (Promega) sản phẩm PCR khuếch đại cDNA hoàn chỉnh 
mã hóa cho Der f 1 (kích thước khoảng 1000 bp), được đưa vào 
vector pGEM - T theo hướng dẫn của nhà sản xuất và biến nạp 
vào tế bào khả biến của E. coli DH5α. Các khuẩn lạc đơn trên 
đĩa LB có ampicillin được tiến hành sàng lọc bằng PCR khuẩn 
lạc với cặp mồi F1/R3 và M13 F/M13 R (hình 3).
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 (A) 			                (B)

         

Hình 3. Sản phẩm PCR khuẩn lạc với cặp mồi F1/R3 (hình 3A) và cặp mồi 
M13 F/M13 R (hình 3B) của các khuẩn lạc sàng lọc. KL1, KL2, KL3, KL4, KL5, 
KL6: sản phẩm PCR sử dụng khuôn là DNA tổng số của các khuẩn lạc đơn tương 
ứng trên môi trường LB có ampicillin; (-): đối chứng âm sử dụng nước làm khuôn 
cho phản ứng PCR; M: thang chuẩn DNA.

Kết quả PCR cho thấy, khuẩn lạc số 1 (KL1), số 4 (KL4), số 
5 (KL5) và số 6 (KL6) cho kết quả phản ứng PCR dương tính với 
đồng thời 2 cặp mồi F1/R3 (hình 3A) và M13 F/M13 R (hình 3B). 
Khuẩn lạc số 5 được chúng tôi lựa chọn để nuôi cấy, tách plasmid 
bằng ZR Plasmid Miniprep kit (Zymo Research) theo hướng 
dẫn của nhà sản xuất để kiểm tra trình tự gen mã hóa cho Der f 1 
theo phương pháp Sanger.

3.4.  So sánh trình tự cDNA mã hóa cho Der f 1 được tách 
dòng trong vector pGEM - T và trình tự amino acid suy diễn của 
chúng

Kết quả so sánh trình tự cDNA mã hóa cho Der f 1 trong nghiên 
cứu của chúng tôi với trình tự tham chiếu mã hóa cho Der f 1 
(mã số AB034946.1) trên GenBank cho thấy, có khác biệt ở 3 vị 
trí (đánh dấu đỏ) và có 99% tương đồng (hình 4). Trình tự amino 
acid suy diễn của Der f 1 tách dòng của chúng tôi chỉ có 1 vị trí sai 
khác (đánh dấu đỏ) và cũng có 99% tương đồng với trình tự amino 
acid tham chiếu của Der f 1 (mã số ABL84751.1) đã đăng ký trên 
GenBank (hình 5). 

Hình 5. So sánh trình tự amino acid suy diễn của gen Der f 1 được tách dòng 
và trình tự kháng nguyên Der f 1 (mã số ABL84751.1) được công bố trên 
GenBank.

4. Bàn luận

Các cặp mồi F1/R2 và F3/R3 được thiết kế dựa trên các vùng 
bảo thủ của 32 trình tự cDNA mã hóa cho kháng nguyên Der f 
1 đã cho thấy, khả năng liên kết đặc hiệu với cDNA khuôn của 
D. farinae để tạo ra 2 đoạn cDNA vùng 5’ và 3’ của gen Der f 1 
với 197 nucleotide gối nhau. Ba phản ứng PCR lần lượt dựa vào sự 
gối lên nhau của 2 đoạn cDNA thành phần đã được sử dụng trong 
nghiên cứu của Best EA (2000), để khuếch đại toàn bộ gen mã hóa 
cho Der f 1 [9]. Với kích thước 983 nucleotide, trình tự mã hóa cho 
Der f 1 trong nghiên cứu của chúng tôi bao gồm ~19 amino acid 
trình tự peptide tín hiệu, 80 amino acid thuộc trình tự tiền protein 
chưa hoạt hóa (pro-form) và 222-223 amino acid thuộc trình tự 
protein trưởng thành [8]. 

Hình 4. So sánh trình tự nucleotide của gen Der f 1 được tách dòng và trình 
tự Der f 1 (mã số AB034946.1) đã được công bố trên GenBank.
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Trình tự cDNA của gen Der f 1 trong nghiên cứu của chúng 
tôi có 3 vị trí khác biệt so với trình tự nucleotide tham chiếu 
(mã số AB034946.1). Tuy nhiên, do tính chất thoái hóa của bộ 
ba mã di truyền mà trình tự amino acid suy diễn tương ứng 
của gen Der f 1 chỉ có 1 amino acid khác biệt so với trình tự 
amino acid tham chiếu (mã số ABL84751.1) và amino acid sai 
khác này không nằm trong trung tâm hoạt động của cysteine 
protease Der f 1 [15]. Cả trình tự cDNA của gen này và amino 
acid suy diễn tương ứng đều có 99% tương đồng với 2 trình 
tự tham chiếu trên. Sự sai khác giữa các trình tự nucleotide và 
amino acid của Der f 1 trong nghiên cứu này có thể phản ánh sự 
đa dạng tự nhiên của các chủng D. farinae tại các khu vực sinh 
thái khác nhau. Điều này có thể do sự thích nghi của D. farinae 
với điều kiện môi trường địa phương, dẫn đến sự biến đổi di 
truyền trong quần thể loài. Trình tự nucleotide của gen mã hóa 
cho Der f 1 trong nghiên cứu của chúng tôi đã được đăng ký 
trên GenBank với mã số PP417680.1. 

5. Kết luận

Gen mã hóa cho Der f 1 đã được tách dòng thành công 
trong vector pGEM-T ở vi khuẩn E. coli. Trình tự gen mã hóa 
thu được có độ dài 966 bp và mã hóa cho 321 amino acid. 
Trình tự nucleotide và amino acid suy diễn của gen Der f 1 từ 
D. farinae thu thập ở Việt Nam không có sự khác biệt đáng kể 
so với các trình tự tham chiếu. Cụ thể là, cả hai trình tự này đều 
tương đồng 99% với trình tự nucleotide và trình tự amino acid 
tham chiếu của Der f 1 với mã số lần lượt là AB034946.1 và 
ABL84751.1 trên GenBank. Trình tự gen mã hóa cho Der f 1 
trong nghiên cứu của chúng tôi đã được đăng ký trên GenBank 
với mã số PP417680.1. 

LỜI CẢM ƠN 

Nghiên cứu được thực hiện với sự hỗ trợ kinh phí từ nhiệm 
vụ khoa học và công nghệ cấp quốc gia “Nghiên cứu chế tạo 
dị nguyên mạt bụi nhà (HDM - House dust mites) bằng công 
nghệ protein tái tổ hợp định hướng ứng dụng trong chẩn đoán 
bệnh dị ứng tại Việt Nam”, mã số ĐTĐL.CN-109/21, thuộc 
Chương trình 562 - Lĩnh vực khoa học sự sống. Chúng tôi xin 
cảm ơn và cam kết không có bất kỳ xung đột lợi ích nào trong 
nghiên cứu này.
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